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(57) Abstract 



The invention concerns biotechnology, and in particular a process for preparing a mixture of oligodextrans contain- 
ing at least one a(l -> 2) glucoside bond, characterized in that saccharose is placed in contact with a glucose-accepting su- 
gar chosen from the group consisting of maltose, isomaltose, isomaltotriose, methyl a-glucoside and glucose, in the pres- 
ence of glucosyltransferase enzyme extracted from at least one strain of the lactic bacterium Leuconostoc Mesenteroides 
capable of producing, by fermentation, a dextran containing a(l 2) glucoside bonds, for approximately 2 to 48 hours, m 
an aqueous medium. The products obtained are useful, in particular as filling agents in sugar substitutes and as additives 



in foodstuffs 



(57)Abrege 

L'invention se rapporte aux biotechnologies. Elle concerne notamment un procede de preparation d'un melange 
d'oligodextranes contenant au moins une liaison glucosidique a(l 2), caract6ris6 en ce qu'on met en contact du saccha- 
rose et un sucre accepteur de glucose choisi dans le groupe form6 par le maltose, l'isomaltose, l'isomaltotriose, l'a-gluco- 
side de m6thyle et le glucose, en presence d'enzyme glucosyltransferase extraite d'au moins une souche de la bacterie lacti- 
que Leuconostoc mesenteroides capable de produire par fermentation un dextrane contenant des liaisons glucosidiques 
a(l -+ 2), pendant 2 a 48 heures environ, dans un milieu aqueux. Les produits obtenus sont utiles, notamment comme 
agents de' charge dans des substituts du sucre et comme additifs alimentaires. 
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Procfede de preparation enzvmatiaue d'oligodextranes utiles 
dans la fabrication de substituta d u sucre. et nouveau* 
olxcrodextranes . " 

L' invention concerne un procede de preparation 
5 enzymatique d'oligodextranes utiles dans la fabrication 
de substituts du sucre, ainsi que de nouveaux oligodextra- 
nes . 

II est connu de preparer des dextranes de masse 
molaire elevee, superieure au million (degre de polymeri- 
10 sation super ieur a 6000 unites glucose) par 1' action de 
la bacterie lactique Leuconostoc mesenteroides sur du 
saccharose. II est connu aussi que certaines soucb.es de 
cette bacterie produisent des dextranes contenant des 
liaisons glucosidiques ^((1 -> 2) qui constituent les 
15 points de ramification de ces dextranes. 

II n'etait pas connu, cependant, avant la presente 
invention, de faire la synthese enzymatique directe d'oli- 
godextranes (dextranes d'un bas degre de polymerisation) 
contenant au moins une liaison glucosidique C< (1 -> 2) 
20 a partir de saccharose et d'un sucre accepteur des residus 
glucose provenant du saccharose. 

La pr§sente invention vise justement 4 fournir 
un tel procede. 

Plus precisement, 1' invention concerne un procede 
25 de preparation d'un melange d'oligodextranes contenant 
au moins une liaison glucosidique c«l -> 2) et contenant 
une proportion majeure d'oligodextranes repondant a la 
formule generale 

( 0- c<-D-glucopyranosyl- (1 - > 2 ) ) m ( 0- 0<-D-glucopyranosyl- 
30 (1 -> 6)) n A 



WO 89/07148 PCT/FR88/00596 

- 2 - 

ou A est le residu d'un sucre accepteur de glucose choisi 
parmi le maltose , l'isomaltose, 1 ' isomaltotriose , 1»0( -gly- 
coside de methyle et le glucose, m vaut de 1 a 10 et n 
vaut de U 30, la position de la ou des liaison(s) gluco- 

5 sidique(s) &C(1 -> 2) etant quelconque, caracterise en ce 
qu'on met en contact du saccharose et un sucre accepteur 
de glucose choisi dans le groupe forme par le maltose, 
l'isomaltose, 1 ' isomaltotriose , 1' oC-glucoside de methyle 
et le glucose, en presence d' enzyme glucosyltransf erase 

10 extraite d'au moins une souche de la bacterie lactique 
Leuconostoc mesenteroides capable de produire par fermen- 
tation un dextrane contenant des liaisons glucosidigues 
C*<1 -> 2) pendant 2 a 48 heures environ, dans un milieu 
aqueux. 

15 La Position de la ou des liaison(s) glucosidique(s) 

C<(1 -> 2), dans la formule precedemment indiquee, est va- 
riable en fonction, notamment, de la nature du groupe A et 
de la masse molaire de l'oligodextrane, qui est elle-meme 
fonction des conditions reactionnelles. Ces liaisons peu- 

20 vent, par exemple, etre sur la chalne principale, sur les 
ramifications ou constituer les points de ramification de 
1 ' oligodextrane . 

Des exemples de souches de la bacterie lactique 
Leuconostoc mesenteroides qui conviennent comprennent, de 

25 facon non limitative, les suivantes : NRRL B-1299, B-1399, 
B-1397, B-1298, B-1396, B-1424, B-1382, B-1149 et 
B-523. 

Certains des oligodextranes (appel€s aussi parfois 
oligosaccharides) produits par le procede de 1' invention 
30 sont des composes nouveaux. La preparation du trisaccharide 
0-C<rD-glucopyranosyl-(l -> 2)-0-CX-D-glucopyranosyl- 
otil -> 6)-D-glucose par acfetolyse de dextrane NRRL B-1397 
a toutefois ete decrite par K. Sakakibara et coll. dans 
Carbohydrate Research, 25 (1972), pages 443-451. 
35 Egalement, Y. Mitsuishi et coll. dans Carbohydrate 
Research, 127 (1984), pages 331-337, ont decrit des oligo- 
saccharides ramifies par le moyen de liaison glucosidique 
C<(1 - > 2). 
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1/ invention concerne done, aussi, a titre de pro- 
duits nouveaux, les oligodextranes r6pondant k la formule 
gfinfirale 

( 0- 0<-D-glucopyranosyl-( 1 -> 2 ) ) (0- 0(-D-glucopyran6syl- 
5 (1 - > 6)) n A 

oO A est le r6sidu d'un sucre accepteur de glucose choisi 
parmi le maltose, 1' o(-glucoside de methyle, m vaut de 1 k 
3 et 

n vaut de 1 a 10, la position de la ou des liaison(s) glu- 

10 cosidique(s) 0(<1 -> 2) etant quelconque. 

Les oligodextranes produits par le proc6de de 
1' invention qui contiennent une liaison glucosidique 
O^d -> 2) qui est situee k leur extremite non rSductrice ou 
qui constitue un point de ramification de 1 'oligodextrane, 

15 qu'ils soient nouveaux en eux-mfimes ou non, sont particu- 
liSrement rfesistants k l'hydrolyse enzymatique par des 
enzymes glucohydrolases , telles que 1'endodextranase et la 
glucoamylase et ceci en raison de la presence de cette 
liaison glucosidique rareC<(l - > 2), situfie k leur extre- 

20 mite non reductrice ou constituant un point de ramifica- 
tion de 1' oligodextrane. • 

Cette propriete les rend utiles comme agents de 
charge ou de corps dans des substituts du sucre peu ou 
pas metabolisables par l'homme. lis peuvent done etre 

25 utilises dans des formulations alimentaires pauvres en 
calories, en melange avec un agent edulcorant intense, 
tel que 1' aspartame ou equivalent. 

Les oligosaccharides de 1' invention peuvent 6gale- 
ment favoriser la croissance et le dfeveloppement de cer- 

30 tains microorganismes b6n6fiques de la flore intestinale. 
Cette propriety peut les rendre utiles aussi bien comme 
additifs pour 1' aliment at ion animale (additifs d'interfet 
zootechnique ) que pour 1' alimentation humaine (dietetique 
et nutrition) . 

35 L' invention concerne done, en outre, l'utilisation 

d'un melange d' oligodextranes contenant au moins une liai- 
son glucosidique o((l -> 2) situ6e k leur extr6mit6 non 
reductrice ou constituant un point de ramification de 
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l'oligodextrane, qui contiennent une proportion majeure 
d'oligodextranes repondant a la formule generale 
O-o^-D-glucopyranosyl-d -> 2) (O-K-D-glucopyranosyl- 
tl -> 6)) n A 

5 ou A est le residu d'un sucre accepteur de glucose choisi 
parmi le maltose, 1 ' isomaltose , l'isomaltotriose, l'oC-gi u - 
coside de methyle et le glucose, m vaut de 1 a 10 et 
n vaut de 1 a 30, la position de la ou dee liaison(s) 
glucosidique<s)0((i -> 2 ) etant quelconque, 

10 comme agents de charge dans des substituts du sucre ou 
comme additifs alimentaires . 

Comme indique ci-dessus, la reaction de synthese 
enzymatique est mise en oeuvre en presence d'enzyme gluco- 
syltransf erase (E.C:2.4.1.5) extraite de souches de la 

15 bacterie Leuconostoc mesenteroides capables de produire 
par fermentation un dextrane contenant des liaisons gluco- 
sidiquesotd -> 2). Cette reaction peut etre representee 
par 1' equation globale : 

giucosyltransf erase 

20 saccharose + sucre accepteur > oligodextranes + fruc- 
tose 

Des souches qui conviennent , entre autres, sont 
les souches NRRL B-1299, B-1399, B-1397, B-1298, B-1396, 
B-1424, B-1382, B-1149 et B-523. Ces souches sont disponi- 
25 bles aupres du N.R.R.C. (Northern Regional Research 
Center) dont l'adresse est la suivante : Agricultural 
Research Service, U.S. Department of Agriculture, 1815 
North University Street, Peoria, Illinois 61604, USA. 
Elles ont ete caracterisees au debut des annees 1950 A 
partir d'une selection de microorganismes isoles du sol. 
Elles ont ete repertories, parmi d'autres, dans la publi- 
cation suivante : 

"Characterization and classification of dextrans 
from ninety-six strains of bacteria", 

A. Jeanes et al. (1954), J. Amer. Chem. Soc. 76, 
5041-5052. 

II va de soi que, au lieu des souches precitees, on 
pourrait aussi utiliser des souches derivant de celles-ci 



30 



35 
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et obtenues par mutag6nese de fa?on classique, c'est-&-dire 
par irradiation des souches ou action d'un agent chimique 
sur lesdites souches , puis culture des individus survi- 
vants, ou obtenues par selection de mutants naturels. 
Aux fins de 1' invention, ces souches mutantes sont consi- 
d§r£es comme 6quivalentes aux souches pr£cit6es. 

La glucosyltransf erase peut etre obtenue en culti- 
vant une souche approprifee de la bacterie lactique 
Leuconostoc mesenteroides, comme la souche NRRL B-1299, 
sur un milieu nutritif approprie contenant en particulier 
du saccharose de f a9on k induire la production de la glu- 
cosyltransf erase. AprSs croissance de la bacterie, 1' acti- 
vity enzymatique est extraite par addition de polyethylS- 
neglycol de fa?on & pr£cipiter et concentrer les dif f 6ren- 
tes formes de la glucolsyl transferase : extracellulaire, 
liee aux cellules et aux polysaccharides insolubles, et 
intracellulaire. Cette preparation enzymatique contient 
done les cellules entiSres de L. mesenteroides B-1299. 
Des techniques connues de cassage des cellules peuvent 
etre utilisees & la fin de la culture pour augment er 
l'activite enzymatique, d'une part, et detruire les cellu- 
les , d ' autre . part ( br oyage mecanique , emploi d ' agents 
chimiques ou enzymatiques (lysozyme, . . . ) . Toutefois, cette 
operation n'est pas strictement necessaire. L' extraction 
de l'activite enzymatique par le polyethyldneglycol est 
r6alis6e une seconde fois aprSs avoir redissous le premier 
precipite (obtenu aprSs la premiere extraction), par 
exemple, k l'aide d'un tampon acetate de sodium 20 mM, 
pH 5,4 contenant du chlorure de calcium 0,02 g/1. Le deu- 
xieme precipite contient tout l'activite enzymatique. 
II peut etre lyophilise ou congeie sous forme concentree 
sans perte d'activite. D'autres techniques de purification 
peuvent etre utilisees comme la centrif ugation, 1' ultra- 
filtration ou un procede chromatographique . 

La synthase enzymatique d' oligodextranes est r6a- 
lis6e Sl l'aide de cette preparation enzymatique ou d'une 
fraction de cette preparation correspondant 4 une certaine 
forme de 1' enzyme (enzyme intracellulaire, apres cassage 
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des cellules, enzyme extracellulaire liee a des polymSres 
insolubles, enzyme extracellulaire soluble) en presence 
de saccharose qui eonstitue le substrat de la reaction 
et d'un sucre connu pour etre accepteur de glucose, comme 

5 le maltose (ou une matiere riche en maltose comme un hy- 
drolysat d'amidon), 1 ' isomaltose , 1 '^-glucoside de methy- 
le, l'isomaltotriose , le glucose (ou une matiere riche 
en glucose comme un hydrolysat d'amidon). 

A titre indicatif, la reaction peut etre effectuee 

10 entre 5 et 45°C, pref erentiellement entre 20 et 30°C envi- 
ron. Le pH de la reaction est compris entre 4,5 et 7, de 
preference entre 5 et 6. La duree de la reaction est habi- 
tuellement comprise entre 2 et 48 heures environ ; elle 
est fonction de la concentration d' enzyme dans le milieu 

15 de synthese. De preference, la concentration d' enzyme est 
de 0,20 k 1 U/ml mais pourrait etre plus eievee, si desi- 
re. 1 unite enzymatique (U) est definie comme la quantite 
d' enzyme necessaire pour produire 1 micromole de fructose 
par minute cans les conditions standard suivantes de la 

20 mesure d'activite : 

- saccharose : 100 g/1 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 

- 30°C 

Les proportions de saccharose et de sucre accepteur 
25 de glucose ne sont pas trfes critiques. A titre indicatif, 
on peut employer une concentration de saccharose allant 
de 20 k 600 g/1 et une concentration de sucre accepteur 
de glucose allant de 10 a 300 g/1. Les rendements de syn- 
these des oligodextranes les plus 61eves sont obtenus 
30 lorsque le rapport de la concentration de saccharose, 
exprimee en g/1, a la concentration de 1' accepteur, expri- 
mee en g/1, est compris entre 0,5 et 10, de preference 
entre 2 et 4. 

L' enzyme peut etre utilisee soit sous forme libre 
35 (procede discontinu) soit incluse a l'interieur d'un gel 
reticule (gel d' alginate de calcium, par exemple) ou fix6e 
de maniere covalente sur un support insoluble. Si 1' enzyme 
est immobilisee, elle peut alors etre utilisee dans un 
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reacteur approprie (reacteur a lit fixe, lit fluidise, 
etc..) pour la production continue des oligodextranes. 

Apres action de 1' enzyme, le milieu reactionnel 
peut etre analyse par une methode de chromatographic li- 

5 quide a haute performance (HPLC) en phase inverse de sepa- 
ration des oligodextranes (par exemple la colonne micro- 
Bondapack C18 de Millipore-Waters) , l'elution etant reali- 
see avec de l'eau ultrapure ou un melange eau/methanol 
<% de methanol compris entre 0 et 6% (v/v)). Cette methode 

10 quantitative permet de separer tous les oligodextranes 
de degre de polymerisation compris entre 2 et 20 environ. 

Le dosage des sucres reducteurs produits au cours 
de la reaction peut etre realise avec le reactif D.N.S. 
(dinitrosalicylate de sodium en milieu alcalin) . 

15 Le melange reactionnel obtenu comprend des oligo- 

dextranes contenant au moins une liaison glucosidique 
oUl -> 2) , des oligodextranes ne comprenant pas une telle 
liaison, du fructose et du sucre accepteur de glucose 
inaltere. 

20 L es oligodextranes a liaison glucosidique 

0(d -> 2) peuvent constituer de 30 a 55% environ des oli- 
godextranes totaux. 

Suivant la masse molaire des oligodextranes re- 
cherchee, le procede de synthese et purification peut 

25 etre adapte. En particulier, la masse molaire moyenne 
des oligodextranes depend du rapport saccharose /accepteur 
dans le milieu de synthese, etant d'autant plus elevee que 
ce rapport est plus grand. Apres synthese, le fructose 
peut etre conserve dans le milieu reactionnel ou separe, 

30 par une technique chromatographique d'echange d'ions. 

Egalement, il faut noter que certains additifs 
peuvent etre ajoutes au milieu de synthese dans le but 
d'augmenter la proportion des oligodextranes contenant 
une liaison o((l -> 2), comrne certains solvahts miscibles 
25 a l'eau tels que des polyethers comme le monoglyme, le 
diglyme, etc., ainsi que certains sels tels que le chlorure 
de magnesium, le chlorure de calcium, etc 
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Avantageusement, si l'on desire filiminer les oli- 
godextranes ne contenant pas de liaison glucosidique 
o(S1 -> 2) du milieu reactionnel, on peut soumettre ce 
dernier A 1' action d' hydrolases come la glucoamylase 

5 d' Aspergillus niger et/ou l'endodextranase de Penicillium 
sp. , afin d'operer l'hydrolyse totale des oligodextranes 
ne contenant pas de liaison o^d -> 2). Par contre, les 
oligodextranes contenant une liaison <x<l -> 2), notamment 
ceux d'un degre de polymerisation de 4, 5 r 6 et 7 (en 

10 abrege D.P. 4, D.P. 5, D.P.6 et D.P.7) resistent a l'hydro- 
lyse. Apres action des hydrolases, le milieu reactionnel 
contient du glucose, du fructose et les oligodextranes 
contenant une ou plusieurs liaisons <S{1 -> 2) . Le glucose 
et le fructose peuvent etre separes, si desire, des oligo- 

15 dextranes par chr omatographie , par exemple & l'aide d'une 
resine echangeuse cationigue sous forme calcium. Les frac- 
tions contenant les oligodextranes sont concentrees sous 
pressibn reduite, demineralisees, filtrees sur charbon 
actif, puis sSchfies par lyophilisation ou par atomisation. 

20 Le produit final a 1' aspect d'une poudre blanche tres so- 
luble dans l'eau (solubilite : 70%, p/p) non sucr6e, de pH 
neutre, et .contient 95% en poids ou plus d' oligodextranes 
contenant une ou plusieurs liaisons glucosidique s 
c«l -> 2). 

25 Les exemples non limitatifs suivants sont donnes 

en vue d'illustrer davantage la presente invention. 
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EXEMPLE 1 

(a) Production et purification de la glucosyl- 

transferase 
de L. Mesenteroides B-1299 
5 La souche de L. mesenteroides B-1299 est conserv6e 

sous forme lyophilisee ou congeiee en presence de glycerol 
Sl 10% (v/v). 

Elle est cultivfee dans le milieu de culture suivant 
(milieu standard) : 
10 - saccharose : 40 g/1 

- extrait de levure : 20 g/1 

- phosphate dipotassique : 20 g/1 (ajoute sous 
forme d'une solution dont le pH avait ete a juste Sl 6,9 
a. l'aide d'acide orthophosphorique pur) 

15 - sulfate de magnesium , 7H 2 0 : 0,2 g/1 

- sulfate de manganese, tt^O \ 0,01 g/1 

- chlorure de calcium, 2H 2 0 : 0,02 g/1 

- chlorure de sodium : 0,01 g/1 

- sulfate de fer, 7H 2 0 s 0,01 g/1 

20 Le pH du milieu de culture est egal k 6,9. Le 

milieu de culture et la solution de phosphate monopotassi- 
que ont 6te pr6alablement sterilises par la chaleur <121°C, 
20 minutes). Si le pH n'est pas reguie durant la culture, 
le milieu s'acidifie au fur et a mesure de la croissance de 

25 la bacterie. En fin de culture, le pH peut atteindre 4,5. 
II est preferable de reguler le pH & une valeur plus eie- 
v6e, comprise entre 5 et 6,5. La regulation du pH s'effec- 
tue & l'aide de soude 2N ou d'une solution alcaline de 
saccharose (saccharose 400 g/1 ; soude 2N) . Cette dernifcre 

30 solution est avantageuse car elle permet d'augmenter lege- 
rement la densite cellulaire de la culture et la produc- 
tion d' enzyme. 

Des additifs, tels que le maltose (20 g/1) et 
1' agent terisio-actif Tween^ (1%) favor isent 1' excretion 
35 de 1' enzyme dans le milieu extracellulaire sous une forme 
soluble. 

Le tableau 1 ci-aprSs r6capitule les r6sultats de 
trois essais de culture effectu6s dans diverses conditions. 
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La temperature du milieu de culture est de 27 °C. 
L' agitation est de 500 rpm et 1' aeration 6gale k 1 wm. 

Apr£s 6h 30 de culture , la concentration d' enzyme 
dans le milieu de culture de l'essai 3 est de 4 U/ml, 
5 dont 0,6 U/ml de forme enzymatique soluble et extracellu- 
laire. 85% de la glucosyltransf erase est associ6e aux 
cellules et/ou aux polysaccharides sous forme d'agregats 
insolubles. 

AprSs croissance, les differentes formes de 
10 1' enzyme sont extraites du milieu de culture par precipi- 
tation en presence de polyethylSneglycol de faible masse 
molaire (PEG 1500), Toute 1'activite enzymatique precipite 
en meme temps que le polysaccharide produit par la bacterie 
et les cellules , lorsque la concentration de PEG 1500 
15 atteint 20% (p/v). 

La fraction precipitee est centrifugee (10 minutes, 
10 000 g) ou r6cup6ree aprfes sedimentation (12 heures, 
4°C r en presence d'un agent bacteriostatique tel que le 
sulfite de sodium k lg/ litre ou le benzoate de sodium & 
20 2g/litre). Aprfcs deux extractions successives par le po- 
lyethyieneglycol, la preparation enzymatique est lyophili- 
see. Le rendement d' extraction de 1' enzyme est voisin de 
100%. 

(b) SynthSse enzymatique d' oligodextranes 
25 avec la glucosyltransf erase soluble et insoluble 

de L. mesenteroides B-1299 
La synthase est r6alisee dans les conditions suivantes t 

- saccharose ; 100 g/1 

- maltose : 50 g/1 
30 - temperature : 30 °C 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 

- azoture de sodium : 0,5 %o (bactericide) 

- concentration d' enzyme ; 0,3 U/ml 

Aprfes 20 heures de reaction, 1' enzyme est inactiv6e 
35 par la chaleur (30 mn, 80°C) puis les oligodextranes sont 
analyses par la methode HPLC pr6cedemment d6crite. Les 
resultats sont rassembies dans le tableau 2 . 
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Tableau 2 * Composition du milieu reactionnel 
apres action de la glucosyltransf erase soluble et insoluble 

de L. mesenteroides B-1299 



5 


Sucres 


Concentration , g/1 




Fructose 


52,0 




Maltose 


15,3 




Panose (trisaccharide) 


16,6 


10 


Oligodextrane de D.P. 4 


14,9 




Oligodextrane de D.P. 4 contenant 






une liaison oyi -> 2) 


5,3 




Oligodextrane de D.P* 5 


7,0 




Oligodextrane de D.P. 5 contenant 




15 


une liaison 0^(1 -> 2) 


18,0 




Oligodextrane de D.P. > 5 contenant 






au moins une liaison o((l -> 2) 


5,9 




Rendement en oligodextranes contenant 




20 


une liaison c*Xl -> 2)* 


30% 




Rendement de la reaction d' accepteur ** 


84% 



Les rendements sont exprimfes de la manidre suivante : 
<*> (oligodextranes SC(1 -> 2)). g/1 

25 0,474 x (saccharose) + (maltose), g/1 

<**> 

( oligodextranes totaux) „ g/1 

0,474 x (saccharose) + (accepteur initial -accepteur r§si- 
duel), g/1 

30 (c) Synthase enzymatique d' oligodextranes avec la gluco- 
syltransf 6rase soluble et insoluble de L. mesenteroides 
B-1299 en presence d'additifs 
Trois synthases 1, 2 et 3 ont St6 rfealisfies dans 
les conditions communes suivantes : 
35 - saccharose : 100 g/1 

- maltose : 33 g/1 

- tampon acfitate de sodium 20 mM, pH 5,2 

- azoture de sodium : 0,5° / 00 
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- concentration d' enzyme : 1 UVml . 

- temperature : 30«C 
mais avec les differences Buivantes : 

* synthese 1 t duree d' incubation : 6 heures (sans additif) 

* synthese 2 : duree d' incubation : 23 heures, en presence 
de magnesium 500 mM et de chlorure de calcium 5 mM 

* synthese 3 s duree d' incubation : 23 heures, en presence 
de chlorure de calcium 300 mM. 

Apres le temps d' incubation indique, 1' enzyme 
est inactivee par la chaleur (30 mn, 80«C) puis les oligo- 
dextranes sont analyses par la methode HPLC precedemment 
decrite. Les resultats sont rassembles dans le tableau 

3- 

La Vitesse de la reaction enzymatique est fortement 
15 ralentie en presence de concentrations elevees de sels 
(chlorure de calcium et chlorure de magnesium). Toutefois, 
on constate une forte augmentation de la population d'oli- 
godextranes contenant au moins une liaison <*(1 -> 2) par 
rapport a la synthese temoin (effectuee sans additif). 
20 Tableau ^ j Composition du milieu reactionnel 

apres action de la glucosyltransf firase soluble et insoluble 
de L. mesenteroides B-1299 en presence d' additif s 

Synthese 1 Svntheae 1 Synthese 3 
Fructose 53,7 47,3 54,6 

25 Maltose, leucrose 7,9 11,0 8,9 

Panos V 6,6 9,7 6,o 

Oligodextrane de D.P. 4 8,3 7,7 6,0 

Oligodextrane de D.P. 4 

contenant une liaison 1,9 5,9 3^7 

0<,(1 -> 2) 

Oligodextrane de D.P. 5 5,0 5,4 



30 



Oligodextrane de D.P. 5 

contenant une liaison 12,2 22,8 



4,0 
17,9 



C*(l -> 2) 
35 Oligodextrane de D.P. >5 

contenant une liaison 3,8 8,8 11,2 

©Ml -> 2) 
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Rendement en oligodextranes 
contenant une liaison 22% 

<*v<l -> 2) 

Rendement de la reaction 
5 d'accepteur 52% 

EXEMPLE 2 

Synthese d' oligodextranes avec la glucosyltransf erase 
soluble de L. mesenteroides B-1299 

10 Apres centrifugation du milieu de culture pour eliminer 
les cellules et les polymeres insolubles (10.000 g, 20 
mn), le surnageant est soumis a une extraction liquide- 
liguide par le polyethyleneglycol 1.500 selon le procede 
deer it dans l'exemple 1. Le rendement d' extraction de 

15 la glucosyltransf erase est superieur a 85%. Cette operation 
a ete effectuee deux fois. L' enzyme est alors congelee 
ou lyophilisee dans du tampon acetate de sodium 20 mM, 
pH 5,2. 

La synthese est realisee dans les conditions sui- 

20 vantes : 

- saccharose : 100 g/1 

- maltose : 50 g/1 

- temperature : 30 a C 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 
25 - concentration d' enzyme s 0,5 07ml 

- duree de la reaction : 4 heures. 

Apres consommation totale du saccharose par la 
glucosyltransf erase, 1' enzyme est denaturee par la chaleur 
C30 minutes, 80°C) . L' analyse des oligodextranes presents 
30 dans le milieu reactionnel est realisee par la methode 
HPLC pr6cedemment decrite. Les resultats sont exprimes 
dans le tableau 4 . 



47% 



75% 



41% 



61% 
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Tableau A : Composition du milieu reactionnel 
apres action de la glucosyl transferase soluble 
de L. mesenteroides B-1299 

5 Sucres Concentration g/1 



Fructose 


50,5 


Maltose 


11,6 


Panose 


17,4 


Oligodextrane de D.P. 4 


19,0 


Oligodextrane de D.P. 4 contenant 


3,1 


une liaison \(1 -> 2) 


Oligodextrane de D.P. 5 


9,9 


Oligodextrane de D.P. 5 contenant 


18,2 


une liaison 0^<i -> 2) 


Oligodextranes de D.P. > 5 contenant 




au moins une liaison glucosidigue 


13,6 


0<(1 -> 2) 





20 Rendement en oligodextranes 

contenant au moins une liaison 36% 
<*<1 -> 2) 

Rendement de la reaction d'accepteur 95% 



25 Les rendements ne prennent pas en compte les oligodextra- 
nes de D.P. superieur ou 6gal k 7 , qui n'apparaissent pas 
sur les chromatogrammes obtenus par cette methode. 
EXEMPLE 3 

Synthase d' oligodextranes avec la glucosyltransf erase 
30 insoluble de L. mesenteroides B-1299 

Le milieu de culture est centrifuge (20 mn, 10.000 
g, 4°C) puis le culot de centrif ugation est lave plusieurs 
fois & 1'aide de tampon acetate de sodium 20 mM pH 5 f 2. 
La solution est alors lyophilisee de f a9on & 6viter toute 
35 proliferation microbienne. 

La synthase d' oligodextranes est r€alis6e dans 
les conditions suivantes : 

- saccharose : 100 g/1 
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- maltose : 50 g/1 

- temperature : 30 °C 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 

- azoture de sodium : 0,5 °/oo 

5 - concentration d' enzyme : 0,9 U/ml 

Apres 8 neures d' incubation, le saccharose est totalement 
consomme. Le Tableau 5 resume la composition des oligo- 
dextranes du milieu de synthase. 

Tableau 5 -. Composition du milieu reactionnel 
10 apres action de la glucosyltransf erase insoluble 

(associee aux cellules) de L. mesenteroides B-1299 





Sucres 


Concentration, g/1 


15 


Fructose 


51,2 




Maltose 


22,0 




Panose 


12,8 




Oligodextranes de D.P. 4 


3,6 




Oligodextranes de D.P. 4 contenant 




20 


une liaison o(ll -> 2) 


5,7 




Oligodextranes de D.P. 5 


3,7 




Oligodextranes de D.P. 5 contenant 






une liaison <\(1 -> 2) 


13,9 




Oligodextranes de D.P. > 5 contenant 




25 


au moins une liaison C<(1 -> 2) 


3,7 




Rendement en oligodextranes contenant 
au moins une liaison c<( 1 -> 2) 


24% 



Rendement de la reaction d'accepteur 65% 

30 

EXEMPLE 4 

Influence de la concentration de la glucosyltransf erase 
soluble de L. mesenteroides B-1299 
sur la synthase d' oligodextranes 
35 Conditions expferimentales : 

_ saccharose : 100 g/1 

- maltose : 50 g/1 

- tampon acfetate de sodium 20 iM f pH 5 f 2 
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10 



35 



- temperature : 30 P C 

Trois concentrations d' enzyme ont ete utilisees s 
0,17, 0,5 et 2 U/ml. Apres consommation totale du sac- 
charose, les 3 milieux reactionnels sont analyses. Les 
resultats sont identiques pour les trois syntheses aussi 
bien en ce qui concerne le rendement de la reaction 
d'accepteur que le rendement en oligodextranes contenant 
au moins une liaison dk(l -> 2). 
EXEMPLE 5 

Influence du pH sur la synthese enzymatique 
d' oligodextranes 
Conditions experimentales : 

- saccharose : 100 g/1 

- maltose : 50 g/1 
15 - temperature : 30 °C 

- concentration d' enzyme : lU/ml 

- tampon citrate phosphate de sodium 30 mM 
Trois pHs ont ete testes : 5,2, 6,0 et 6,4. 

L'activite de 1' enzyme soluble et insoluble baisse legere- 
ment lorsque le pH est superieur a 6,0. Toutefois,, on 
n' observe pas de difference significative due a la valeur 
du pH en ce qui concerne la composition en oligodextranes 
du milieu reactionnel. 

EXEMPLE 6 

Synthese d' oligodextranes en presence 
d'un melange d'isomaltose et d' isomaltptriose comme accepteur 
avec la glucosyltransf erase insoluble 
de L. mesenteroides B-1299 
Conditions experimentales : 

- saccharose : 100 g/1 

- accepteur : 50 g/1 
composition de 1' accepteur : 
isomaltose : 59% 
isomaltotriose : 36% 
glucose : 5% 

- temperature : 30 W C 

- azoture de sodium t 0,5° /oo 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 



20 



25 



30 
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concentration d' enzyme : 1 U/ml 
AprSs consommation du saccharose , 1 ' analyse du 
milieu rfeactionnel est effectuee a l'aide de la methode 
HPLC precedemment decrite (Tableau 6). 

Tableau 6 : Composition du milieu reactionnel 
aprSs action de la glucosyltransf erase insoluble 
de L. mesenteroides B-1299 



Sucres 




Concentration, g/1 


1 0 Fructose 




53,0 


Isomaltose 




15,0 


Isomaltotriose 




6,1 


Oligodextranes de D.P. 


4 contenant 


10,4 


une liaison c<(i -> 2) 






1 5 Isomaltotetraose 




2,4 


Oligodextranes de D.P. 


5 contenant 




une liaison o^d -> 2) 




9,4 



Rendement en oligodextranes contenant 
20 au moins une liaison c<<l -> 2) 



Rendement de la reaction d'accepteur 29 r 0% 
EXEMPLE 7 : 

Synthase d ' oligodextranes 
en presence d' c<-glucoside de mfithyle 
25 avec la glucosyltransf erase 

de L. mesenteroides B-1299 
Conditions expSrimentales : 

- saccharose : 100 g/1 

- OC-giucoside de mfithyle : 50 g/1 

30 - autres conditions : voir exemple 6. 

Aprfes consommation du saccharose, 1' analyse HPLC 
du milieu reactionnel fournit les r§sultats suivants 
(Tableau 7K 
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Tableau 7 i Composition du milieu rfeactionnel 
aprfcs action de la glucosyltransf erase insoluble 
de L. mesenteroides B-1299 
Sucres Concentration , g/1 

5 



Fructose 53,0 

cK-glucoside de methyle 34 r 0 

Isomaltoside de methyle 4,8 
10 Oligbdextranes methyies contenant 

une liaison 0<(1 -> 2) 9,3 

Isomaltotrioside de methyle 1,4 

Isomaltotetraoside de methyle 0,8 



15 Rendement en oligodextranes contenant 

au moins une liaison <X(1 -> 2) 10% 
Rendement de la reaction d'accepteur 26% 



EXEMPLE 8 

20 Synthase enzymatique d' oligodextranes 

en presence de concentrations variables de saccharose 
avec la glucosyltransf erase soluble 
et insoluble de L. mesenteroides B-1299 
Conditions exp6rimentales : 
25 - temperature : 30 °C 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 

- azoture de sodium : 0,5° /oo 

- rapport saccharose/maltose : 3 
Synthase 1 : 

30 - matiSre sSche : 20 % (p/p) 

• saccharose : 15% (p/p) 

- maltose : 5% (p/p) 

- concentration d' enzyme : 0,6 U/ml 
Synthase 2 : 

35 - matifere sSche : 35% (p/p) 

- saccharose : 26% (p/p) 

- maltose : 9% (p/p) 

- concentration d' enzyme ; l r 2 U/ml 
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Synthese 3 : 

- matiere seche : 40 % (p/p) 

- saccharose : 30% (p/p) 

- maltose : 10% (p/p) 

5 - concentration d' enzyme : 1,8 U/ml 

Apres 21 heures de reaction, 1' enzyme est inactivee 
par la chaleur (30 mn, 80 °C). L ' analyse HPLC du milieu 
rgactionnel est reportfie dans le tableau 8. 

Tableau 8 : Composition des 3 milieux de synthese 
10 apres action de la glucosyltransf erase 

soluble et insoluble (associee aux cellules) 
de L. mesenteroides B-1299 

Concentration, g/1 



15 



20 



25 



30 





Synthase 1 


Svnthftse 2 


Svnth&se 3 


Fructose 


90,0 


150,0 


180,0 


Maltose 


8,7 


9,7 


11,9 


Leucrose 


6,3 


13,9 


20,4 


Panose 


11,7 


17,5 


22,9 


Oligodextrane D.P.4 


14,8 


25,5 


35,2 


Oligodextrane D.P.4 








contenant 1 liaison 


5,7 


10,1 


13,5 


c<(l -> 2) 






Oligodextrane D.P. 5 


10,6 


17,9 


20,1 


Oligodextrane D.P. 5 








contenant 1 liaison 


28,9 


44,1 


53,4 


C<(1 -> 2) 








Oligodextranes D.P. >, 5 








contenant une liaison 


15,1 


36,6 


46,2 


O^d -> 2) au moins 









35 



contenant une liaison 

°<(1 -> 2) 
Rendement de la reaction 
d'accepteur 



39% 



76% 



40,5% 



75% 



38% 



70% 
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15 



30 



Le milieu de synthase est ensuite soumis & 1' action 
d'un melange de glucoamylase d'A. niger (2U/ml) et d'endo- 
dextranase de Penicillium sp. (17 U/ml) pendant 6 heures k 
40 °C. La reaction enzymatique est stoppfie par chauffage Sl 
90°C pendant 30 minutes. Le glucose et le fructose sont 
eiimin6s par chromatographic sur r6sine 6changeuse sous 
forme calcium. 

La concentration d' oligodextranes contenant une 
liaison glucosidigue <\(1 -> 2) dans le milieu rfiactionnel 
est de 57 g/1 pour la synthase 1, de 107 g/1 pour la syn- 
thase 2, et de 122 g/1 pour la synthase 3. 

La repartition des oligodextranes est la suivante : 

Synthase 1 Synthase 2 Synthase 3 
% % % 



Oligodextranes de D.P.4 

contenant une liaison 24 26 30 

OUl -> 2) 

Oligodextranes de D.P.5 
20 contenant une liaison 69 65 57 

c«l -> 2) 

Oligodextranes de D.P.6 

contenant une liaison 457 
<X(1 -> 2) 
25 Oligodextranes de D.P.7 

contenant une liaison 3 4 6 

OU1 -> 2) 
EXEMPLE 9 

Synthase d'oligodextranes en presence 
d'un sirop de glucose riche en maltose (nutriose R 725) 
par la glucosyl transferase soluble et insoluble 
de L. mesenteroides B-1299 
Le nutriose R 725 est un produit de la Societe 
Roquette FrSres (Lestrem, France ), qui contient une teneur 
35 eievee en maltose et maltotriose. 

Composition moyenne du sirop de glucose Nutriose 

R 725 : 

- matiftre sSche t 68* (p/p) 
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- glucose : 1,5% 

- maltose : 77 % 

- maltotriose : 20% 

- produits d'un D.P. >. 4 : 1,5% 

5 Ce sirop de glucose a ete utilise comme accepteur 

dans les conditions suivantes j 
Synthese 1 s 

- concentration de saccharose : 100 g/1 

- Hutriose R 725 : 68 g/1 

10 - rapport saccharose /maltose : 2 

- concentration d' enzyme : 0,3 U/ml 

- autres conditions : voir Ezemple 8 
Synthese 2 : 

- concentration de saccharose : 100 g/1 
15 - Nutriose R 725 : 42 g/1 

- rapport saccharose/maltose : 3 

- concentration d' enzyme : 0,3 U/ml 

- autres conditions : voir Ezemple 8 

Apres 21 heures d' incubation, le milieu reactionnel 
20 est analyse par HPLC. Les resultats sont rassembles dans 
le Tableau 9. 

Tableau 9 : Composition du milieu reactionnel 
apres action de la glucosyltransf erase soluble 
et insoluble de L. mesenteroides B-1299 
25 Concentration, g/1 



35 





Svnthese 1 


Svnthese 2 


Fructose 




53,0 


52,0 


Maltose 




18,2 


3,7 


Maltotriose 




7,4 


4,8 


Panose 




21,7 


8,7 


Oligodextrane de D.P. 4 




14,3 


8,2 


Oligodeztrane de D.P. 4 


contenant 






une liaison O^i _> 2) 




4,3 


2,0 


Oligodeztrane de D.P. 5 




4,9 


4,6 


Oligodeztrane de D.P. 5 


contenant 






une liaison o<,d -> 2) 




15,0 


12,9 
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Oligodextranes de D.P. > 5 (conte- 

nant une liaison o^(l -> 2) 3,8 8,5 

au moins 

Rendement en oligodextranes 

contenant vane liaison o<v<l -> 2) 21%. 26% 
Rendement de la reaction d'accep- 

teurs 74% 60% 



Le milieu de synthase est ensuite soumis & 1' action 
d'un melange de glucoamylase d'A. niger (2U/mD* et d'endo- 
dextranase de Penicillium sp. (17 U/ml) pendant 6 heures k 
40 °C. La r§action enzymatique est stoppfie par chauffage k 
90°C pendant 30 minutes. Le glucose et le fructose sont 
15 61iain6s par chromatographie sur rfesine fechangeuse sous 
forme calcium. 

La concentration d' oligodextranes contenant une 
liaison glucosidique <*( 1 -> 2) dans le milieu r§actionnel 
est de 30 g/1 pour la synthase 1 et de 35 g/1 pour la 
20 synth&se 2. 

La repartition des oligodextranes est la suivante : 

Synthase 1, Synthase 2, 



25 Oligodextranes de D.P. 4 

contenant une liaison 23 23 

CX,(1 -> 2) 

Oligodextranes de D.P. 5 

contenant une liaison 72 70 

30 o((l -> 2) 

Oligodextranes de D.P. 6 

contenant une liaison 3 4 

C*<1 -> 2) 

Oligodextranes de D.P. 7 
35 contenant une liaison 2 3 

OtU -> 2) 
LE 10 

Hydrolyse des oligodextranes par la glucoamylase 



WO 89/07148 



- 24 - 



PCT/FR88/00596 



10 



d'A. niger ou un melange de la glucoamylase d'A. niger 
et de 1 ' endodextranase de Penicillium Bp. 
Les diff erents milieux reactionnels des exemples 

I a 9 contiennent des oligodextranes dont le degre de 
polymerisation varie avec les conditions de reaction. 

II est possible d'enrichir le produit en oligodextranes 
contenant une liaison o^d -> 2) de D.P. 4 et 5 par action 
d'hydrolases qui agissent exclusivement sur les liaisons 

O^d -> 6) et c\(l -> 4). 

La glucoamylase d'A. niger hydrolyse les liaisons 
Ad -> 4) et o((l -> 6) d' oligodextranes a partir de 
l'extremite non reductrice. Son action est bloquee par 
la presence d'une liaison glucosidique o^<l -> 2) quelle 
que soit sa position sur l'oligodextrane. L' endodextranase 
15 hydrolyse exclusivement les liaisons glucosidiques 

0^(1 -> 6) de maniere endolytique sur un substrat de degre 
de polymerisation superieur ou egal a 3. Toutefois, 
1' endodextranase n' hydrolyse pas les oligodextranes de 
D.P. 4 et D.P. 5 qui contiennent une liaison glucosidique 
20 -> 2) 4 l'extremite non reductrice. L' action conju- 

gu6e de ces deux enzymes permet d'obtenir un produit for- 
me principalement de l'oligodextrane de D.P. 4 et l'oligo- 
dextrane de D.P. 5. 

Le fructose liber§ dans le milieu par action de 
25 la glucosyltransf erase de L. mesenteroides B-1299 sur 
le saccharose et le glucose produit par les hydrolases 
peuvent etre separ6s simultan6ment par chromatographic 
sur resine echangeuse sous forme calcium, technique connue 
et largement developpee industriellement pour la production 
30 de sirops A haute teneur en fructose. 

Si l'on fait agir la glucoamylase d'A. niger seule, 
la population d' oligodextranes que l'on obtient pr6sente 
un degre de polymerisation moyen plus eieve que dans le 
cas precedent ; en effet, 1' action de la glucoamylase 
35 est stoppee a l'extremite non reductrice de l'oligodextrane 
en presence d'une liaison glucosidique C<(1 -> 2). 
Conditions d' hydrolyse : 

- dilution du milieu de synthase au l/10&me 
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- addition d' amyloglucosidase 
NOVO (300 AGO/ml) s 3 AGU/ml 

- addition de dextranase L 
AMANO (5000 U/ml) : 17 U/ml 

- temperature s 40 °C 

- duree de l'hydrolyse : 6 heures 

Apres 6 heures d ' incubation , les deux enzymes 
sont inactivees par la chaleur (30 mn, 100°C). L' analyse 
HPLC des deux milieux r6actionnels aprfcs traitement par 
les deux hydrolases est reportee dans le Tableau 10. 
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EXEMPLE 11 

Synthase et purification d' oligodextranes nontenant une 
liaison o\(l -> 2) avec la glucosyl transferase soluble 
et insoluble de Leuconostoc mesenteroides B-1299 
5 AprSs avoir prepare et purif i6 de la glucosyl trans- 

ferase, conne Sl l'exemple 1(a) , on proc&de k la synthase 
d' oligodextranes dans les conditions suivantes : 

- saccharose : 100 g/1 

- accepteur : Nutriose R 725 : 44 g/1 
!0 (maltose : 33 g/1) 

• rapport saccharose /maltose : 3 

- concentration d' enzyme : 0,3 U/ml 

- azoture de sodium : 0,5 °/oo 

- pH s 5,6 (a juste avec l'acide chlorhydrique IN) 
15 — temperature : 30 °C 

- durfie d' incubation : 40 heures 

- volume react ionnel : 2,5 litres 

La reaction enzymatique est stoppee par chauffage 
a 90 °C pendant 15 minutes. 
20 AprSs synthase, la composition du milieu reaction- 

nel est la suivante : 

- fructose : 49 g/1 

- leucrose : 6 g/1 

- maltose : 3 g/1 

25 - maltotriose : 7,5 g/1 

- panose : 12 g/1 

- oligodextrane de D.P. 4 contenant une liaison 
X(l -> 2) : 3 g/1 

- oligodextrane de D.P. 4 : 13 g/1 

30 - oligodextrane de D.P. 5 contenant une liaison 

<Kd -> 2) : 15 g/1 

- oligodextranes de D.P. > 5 contenant une liaison 
o((l -> 2) : 10 g/1 

Le "milieu contient 6galement des oligodextranes 
35 de D.P. plus 61eve qui n'apparaissent pas dans 1' analyse 
chromatographic^ du milieu de synthase. 

Le milieu de synthase est ensuite soumis d. 1' action 
d'un melange de glucoamylase d'A. niger (3U/ml) et d'endo- 
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dextranase de Penicillium sp. (17 uVml) pendant 6 heures a 
40 °C. La reaction enzymatique est stoppee par chauffage a 
90 «C pendant 30 minutes. Le glucose et le fructose sont 
elimines par chromatographic sur resine echangeuse sous 
forme calcium. 

On obtient ainsi 40 g d' oligodextranes contenant 
une liaison o((l -> 2) de purete egale a 94%. La reparti- 
tion des oligodextranes est la suivante s 

- glucose, leucrose g 

- oligodextranes de D.P. 4 contenant 

une liaison c<(l -> 2) 24 

- oligodextranes de D.P. 5 contenant 

une liaison q(C1 -> 2) 56 
15 " oligodextranes de D.P. 6 contenant 

une liaison ^1 -> 2) 7 

- oligodextranes de D.P. 7 contenant 

une liaison ^(1 -> 2) 7 
La preparation est finalement lyophilisee. apres 
lyophilisation le produit final se presente sous la forme 
d'une poudre blanche non hygroscopique , sans saveur sucree 
et tres soluble dans l'eau. Sa solubilite dans l'eau a 
20 °C est 6gale a 70% (p/p). 

EXEMPLE 12 

Synthase d'oCd -> 2) oligodeg tranes en presence A' oligo- 
dextranes de majJB g molaire 1000 comme accepteur. 

L'accepteur utilise est constitue par un melange 
d' oligosaccharides lineaires contenant une liaison 
0(<1 -> 4) a l'extremite reductrice et des liaisons 
OU1 -> 6) exclusivement. II est obtenu par action de la 
dextrane-saccharase de L. mesenteroides B-512 (F) en pre- 
sence de saccharose et de maltose. 
Conditions experimental : 
Svnthese 1 

35 - saccharose: 200 g/1 

- oligodextranes de masse molaire 1000 
(Mw s 1000) : 20g/l 
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- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,0 

- temperature : 23 °C 

_ concentration d' enzyme : 1 U/ml 
Synthase 2 

5 On repete la synthese 1 si ce n'est que la con- 

centration de l'accepteur (oligodextranes de masse molaire 
1000) est egale a 40g/l. 

Apres 40 heures de reaction, 1' enzyme est inactivee 
par un traitement thermique du milieu reactionnel (chauf- 

10 f age a 70 «C, 20 minutes). Les deux milieux reactionnels 
sont alors centrifuges, puis soumis a 1' action de la glu- 
coamylase d' Aspergillus niger dans le but d'hydrolyser 
les liaisons glucosidiques l -> 6 ) situees a l'extreaite 
non reductrice, dans les conditions suivantes : 

15 - glucoamylase d'A. niger AMG 200 L ® (NOVO) : 2 AGU/ml 

- temperature : 40 °C 

- duree de 1' incubation : 24 heures 

La glucoamylase est ensuite inactivee par chauffage 
a 70°C pendant 20 minutes. 

20 LesOCd -> 2) oligodextranes sont ensuite purifies 

par chromatographie sur resine echangeuse d'ions (Dowex® 
50W x 4, sous forme calcium) de facon a eliminer les mono 
et disaccharides. Lesc^d -> 2) oligodextranes sont ensuite 
ultrafiltres (seuil de coupure 100.000, module AMIC0N) , 

25 demineralises et lyophilises. 

Dans le cas de la synthese 1, la masse molaire 
moyenne en poids (Mw) des ^(1 -> 2) oligodextranes est 
egale a 1600. Dans le cas de la synthese 2, la masse mo- 
laire moyenne est egale a 1400. 
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REVINDICATIONS 

1. Un procedfi de preparation d'un melange 
5 d ' oligodextranes oontenant au moins une liaison 

glucosidique ct( 1 -> 2) et contenant une proportion 
majeure d 1 oligodextranes repondant a la formule generale 
(O-a-D-glucopyranosyl- (1 -> 2 ) ) B ( O-a-D-glucopyranosyl - 
(1 -> 6)) n A 

10 ou A est le residu d'un sucre accepteur de glucose choisi 
panni le maltose, 1 ' isomaltose, 1 ' isomaltotriose, l'a- 
glucoside de methyle et le glucose, m vaut. de 1 a 10 et n 
vaut de 1 a 30, la position de la ou des liaison(s) 
glucosidigue(s) a(l -> 2) etant quelconque, 

15 caracterise en ce qu'on met en contact du saccharose et un 
sucre accepteur de glucose choisi dans le groupe forme par 
le maltose, 1 ' isomaltose, l 1 isomaltotriose, 1 » a-glucoside 
de methyle, et le glucose, en presence d 1 enzyme 
glucosyltransf erase extraite d'au moins une souche de la 

20 bacterie lactique Leuconostoc mesenteroides , capables de 
produire par fermentation un dextrane contenant des 
liaisons glucosidiques a(l -> 2), pendant 2 a 48 heures 
environ, dans un milieu agueux. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en 
25 ce que le pH est maintenu, pendant la reaction 

enzymatique, entre 4,5 et 6 inclusivement. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que la reaction enzymatique est 
conduite a une temperature de 5 a 45 °C environ. 

30 4 « Procede selon 1' une quelconque des revendications 

1 a 3, caracterise en ce que le rapport en poids 
saccharose/sucre accepteur de glucose est compris entre 
0,5 et 10. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en 
35 ce que ledit rapport est compris entre 2 et 4 

inclusivement. 

6. Procede selon l'une quelconque des revendications 
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1 4 5, caract6ris6 en ce que la concentration d' enzyme est 
comprise entre 0,2 & 1,0 Unite/ml du milieu rfeactionnel. 

7. Proced6 selon l'une quelconque des revendications 
1 k 6, caract&ris6 en ce qu'il est mis en oeuvre en 

5 presence d'au moins un additif choisi parmi le monoglyme, 
le glyme, le chlorure de magnesium et le chlorure de 
calcium. 

8. Proc6de selon l'une quelconque des revendications 
1 & 7, caractdrise en ce qu'il comprend l f 6tape 

10 suppl6mentaire consistant k soumettre le milieu 
r§actionnel, apres Elimination ou inactivation de l f enzyme 
glucosyl transferase, a 1' action d'au moins une enzyme 
hydrolase audit milieu r§actionnel, afin d'hydrolyser 
s61ectivement les oligodextranes d6pourvus de liaisons 

15 glucosidiques a(l -> 2) presents dans le milieu 
r^actionnel . 

9. Proc6d6 selon la revendication 8, caractgerisE en 
ce que l 1 hydrolase est de la glucoamylase d f Aspergillus 
Niger et/ou de 1 ' endodextranase de Penicillium sp. 

20 10. A titre de produits nouveaux, les oligodextranes 

rfepondant & la formula g§n6rale 

(0-a-D-glucopyranosyl-(l -> 2) ) u (O-a-D-glucopyranosyl- 

(1 -> 6)) n A ou A est le r6sidu d'un sucre accepteur de 

glucose choisi parmi le maltose, 1 ■ a-glucoside de m6thyle, 

25 m vaut de 1 4 3 et n vaut de 1 a 10, la position de la ou 
des liaison(s) glucosidique(s) a(l -> 2) fetant quelconque. 

11. Oligodextranes selon la revendication 10, 
caractferis6s en ce que n est compris entre 1 & 4, m vaut 1 
ou 2 et A est le rfesidu de maltose. 

30 12. L' utilisation d'un melange d' oligodextranes 

contenant au moins une liaison glucosidique a( 1 -> 2 ) 
situSe & leur extr&nitS non rfeductrice ou. constituant un 
point de ramification de 1 'oligodextrane, qui contiennent 
une proportion majeure d f oligodextranes repondant a la 

35 formule g6ndrale 

( O-a-D-glucopyranosyl- (1 -> 2 ) ) m ( O-a-D-glucopyranosyl- 
(1 -> 6)) n A . 
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ou A est le residu d'un sucre accepteur de glucose choisi 
parmi le maltose, 1 ' isoraaltose, 1 ' isomaltotriose, l'o- 
glucoside de methyle, m vaut de 1 a 10 et n vaut de 1 a 
30, la position de la ou des liaisons glucosidiques a(l -> 
2) etant quelconque, comme agents de charge dans des 
substituts du sucre ou comme additifs alimentaires . 
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[regues par le Bureau international 
le ler juin 1989 (01.06.89); 
revendications originales 1,10 et 12 moclifiees; autres revendications 

inchangees (3 pages)] 

1. Un proceed de preparation d'un melange 
d 1 oligodextranes contenant au moins une liaison 
glucosidigue a(l -> 2) et contenant une proportion 
5 majeure d f oligodextranes repondant a la formule generale 
0-a-D-glucopyranosyl-(l -> 2) ) n (O-a-D-glucopyranosyl- 
(1 -> 6)) n A 

ou A est le r6sidu d'un sucre accepteur de glucose choisi 
parmi le maltose, 1 1 isomaltose, 1 ? isomaltotriose, I'a- 

10 glucoside de methyle, le glucose et les oligosaccharides 
lineaires contenant une liaison a(l -> 4) a l f extr§mit§ 
reductrice et des liaisons <x(l -> 6), m vaut de 1 a 10 et 
n vaut de 1 ^ 30, la position de la ou des liaison(s) 
glucosidique(s) a(l -> 2) etant quelconque, 

15 caract6rise en ce qu'on met en contact du saccharose et un 
sucre accepteur de glucose choisi dans le groupe forme par 
le maltose, l f isomaltose, l f isomaltotriose, 1 ■ a-glucoside 
de methyle, le glucose, et les oligosaccharides lineaires 
contenant une liaison a(l -> 4) a I'extremite reductrice 

20 et des liaisons a(l -> 6), en presence d f enzyme 
glucosyl transferase extraite d'au moins une souche de la 
bacterie lactigue Leuconostoc mesenteroides , capables de 
produire par fermentation un dextrane contenant des 
liaisons glucosidiques a(l -> 2), pendant 2 a 48 heures 

25 environ, dans un milieu aqueux. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en 
ce que le pH est maintenu, pendant la reaction 
enzymatique, entre 4,5 et 6 inclusivement. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, 
30 caracterise en ce que la reaction enzymatique est 

conduite £ une temperature de 5 a 45 °C environ. 

4. Procede selon I'une quelconque des revendications 
1 a 3, caracterise en ce que le rapport en poids 
saccharose/sucre accepteur de glucose est compris entre 

35 0,5 et 10. 

5. ProcSde selon la revendication 4, caracterise en 
ce que ledit rapport est compris entre 2 et 4 
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inclusivement . 

6. Procede selon l'une quelconque des revendications 
1 a 5, caracterisfe en ce que la concentration d f enzyme est 
comprise entre 0,2 a 1,0 Unit6/ml du milieu reactionnel. 

7. Proc6d£ selon l'une quelconque des revendications 
1 a 6, caractdrise en ce qu f il est mis en oeuvre en 
presence d'au moins un additif choisi parmi le monoglyme, 
le giyme, le chlorure de magnesium et le chlorure de 
calcium, 

8. Proced6 selon l'une quelconque des revendications 
1 a 7, caracterise en ce qu f il comprend l'etape 
supplementaire consistant a soumettre le milieu 
reactionnel, apres Elimination ou inactivation de 1' enzyme ■ 
glucosyl transferase, a 1' action d'au moins une enzyme 

15 hydrolase audit milieu r^actionnel, afin d'hydrolyser 
selectivement les oligodextranes d§pourvus de liaisons 
glucosidiques a(l -> 2) presents dans le milieu 
reactionnel. 

9. Proced6 selon la revendication 8, caracterise en 
ce que I 1 hydrolase est de la glucoamylase d 1 Aspergillus 
Niger et/ou de 1 ' endodextranase de Penicillium sp. 

10. A titre de produits nouveaux, les oligodextranes 
repondant a la formule gen§rale 

(0-a-D-glucopyranosyl-(l -> 2) ) n (O-a-D-glucopyranosyl- 
25 (1 -> 6)) n A ou A est le residu d'un sucre accepteur de 
glucose choisi parmi le maltose, 1 1 a-glucoside de 
m^thyle, et les oligosaccharides lineaires contenant une 
liaison a(l -> 4) a l'extr6mit§ reductrice et des liaisons 
<*(1 -> 6), m vaut de 1 h 3 et n vaut de 1 a 10, la 
position de la ou des liaison(s) glucosidique(s) a(l -> 2) 
fetant quelconque. 

11. Oligodextranes selon la revendication 10, 
caract^rises en ce que n est compris entre 1 a 4, m vaut 1 
ou 2 et A est le residu de maltose. 

35 12 • k 1 utilisation d'un melange d r oligodextranes 

contenant au moins une liaison glucosidique a(l -> 2) 
situee a leur extremity non reductrice ou constituant un 
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point de ramification de 1 'oligodextrane, qui contiennent 
une proportion majeure d f oligodextranes r6pondant & la 
formule generals 

( O-a-D-glucopyranosyl- (1 -> 2 ) ) n ( O-a-D-glucopyranosyl- 
5 (1 -> 6)) n A 

oil A est le residu d'un sucre accepteur de glucose choisi 
parmi le maltose, 1 1 isomaltose, 1 1 isoraaltotriose, l f a- 
glucoside de m6thyle, et les oligosaccharides lineaires 
contenant une liaison a(l -> 4) £ I'extr6mit6 rSductrice 
10 et des liaisons a(l -> 6), m vaut de 1 a 10 et n vaut de 1 
S 30, la position de la ou des liaisons glucosidiques a(l 
-> 2) §tant quelconque, comrae agents de charge dans des 
substituts du sucre ou comme additifs alimentaires . 
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